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RESUMO

O cancer constitui um relevante problema de satide publica, e as limitagdes associadas a
quimioterapia convencional, como baixa seletividade, distribuigdo sistémica e efeitos adversos,
reforcam a necessidade de sistemas de liberagdo mais direcionados. Neste estudo, avaliou-se o
potencial antitumoral de lipossomas funcionalizados com N-acetilglucosamina (GlcNAc) e
associados ao paclitaxel (PTX) em células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7. Os
lipossomas foram preparados pelo método de evaporagdo em fase reversa, utilizando
fosfatidilcolina purificada de lecitina de soja e o anfifilico C22PEG900GIcNAc. Foram obtidas
quatro formulacdes: lipossomas ndo carregados e ndo funcionalizados (Lipo), lipossomas
funcionalizados com GlcNAc (Lipo-GlcNAc), lipossomas contendo paclitaxel (Lipo-PTX) e
lipossomas funcionalizados contendo paclitaxel (Lipo-GIcNAc-PTX). A biocompatibilidade
dos carreadores vazios ¢ a atividade citotoxica das formulagdes contendo PTX foram avaliadas
em células MCF-7 e fibroblastos dérmicos humanos FC-0024 por meio do ensaio de viabilidade
celular CellTiter-Glo®. Também foram investigadas diferentes concentracdes e condigdes de
exposic¢ao, com o objetivo de comparar o PTX livre e encapsulado e verificar a contribui¢do da
funcionalizacdo com GIcNAc para a atividade antitumoral. As formulagdes apresentaram
dimensdes nanométricas entre ~148-219 nm, distribui¢do de tamanho de baixa a moderada
polidispersidade de 0,176-0,268 e potencial zeta de —44 a —65 mV. Os lipossomas vazios,
funcionalizados ou ndo, ndo apresentaram efeitos citotoxicos relevantes nas linhagens
avaliadas, demonstrando a biocompatibilidade do carreador lipidico. Em contrapartida, as
formulacdes contendo PTX reduziram a viabilidade celular de maneira dependente da
concentragdo e do periodo de exposicdo. A comparacao entre Lipo-PTX e Lipo-GlcNAc-PTX
indicou que a presenca do carboidrato na superficie pode influenciar a interagdo e a
internalizacdo das particulas pelas células tumorais nas primeiras horas de exposicao. Em
conjunto, os resultados demonstram que os lipossomas funcionalizados com GIcNAc
constituem uma plataforma biocompativel e promissora para a administragdo de PTX, com
potencial para favorecer uma terapia antitumoral mais seletiva e direcionada.

Palavras-chave: Cancer; Lipossomas; N-acetilglucosamina; Paclitaxel; Nanotecnologia;

Terapia direcionada.



ABSTRACT

Cancer represents a major public health concern, and the limitations associated with
conventional chemotherapy, such as low selectivity, systemic distribution, and adverse effects,
reinforce the need for more targeted drug delivery systems. In this study, the antitumor potential
of N-acetylglucosamine (GlcNAc)-functionalized liposomes loaded with paclitaxel (PTX) was
evaluated in human breast adenocarcinoma MCF-7 cells. The liposomes were prepared using
the reverse-phase evaporation method with phosphatidylcholine purified from soybean lecithin
and the C22PEG900GIcNAc amphiphile. Four formulations were obtained: unloaded and non-
functionalized liposomes (Lipo), GIcNAc-functionalized liposomes (Lipo-GlcNAc),
paclitaxel-loaded liposomes (Lipo-PTX), and GIcNAc-functionalized paclitaxel-loaded
liposomes (Lipo-GlcNAc-PTX). The biocompatibility of the unloaded carriers and the
cytotoxic activity of the PTX-containing formulations were evaluated in MCF-7 cells and FC-
0024 human dermal fibroblasts using the CellTiter-Glo® cell viability assay. Different
concentrations and exposure conditions were also investigated to compare free and
encapsulated PTX and to assess the contribution of GIcNAc functionalization to antitumor
activity. The formulations exhibited nanoscale dimensions ranging from approximately 148 to
219 nm, low to moderate size-distribution polydispersity, with polydispersity index values
ranging from 0.176 to 0.268, and zeta potentials ranging from —44 to —65 mV. The unloaded
liposomes, whether functionalized or non-functionalized, did not induce relevant cytotoxic
effects in either cell line, demonstrating the biocompatibility of the lipid carrier. In contrast, the
PTX-containing formulations reduced cell viability in a concentration- and exposure time-
dependent manner. Comparison between Lipo-PTX and Lipo-GIcNAc-PTX indicated that the
presence of the carbohydrate on the liposomal surface may influence particle—tumor cell
interactions and internalization during the initial hours of exposure. Taken together, the results
demonstrate that GIcNAc-functionalized liposomes represent a biocompatible and promising
platform for PTX delivery, with the potential to support a more selective and targeted antitumor
therapy.

Keywords: Cancer; Liposomes; N-acetylglucosamine; Paclitaxel; Nanotechnology; Targeted

therapy.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um tipo de tumor resultante do acimulo de alteracdes genéticas e
epigenéticas que comprometem a homeostase celular. Essas alteragdes promovem a aquisi¢ao
de multiplos fendtipos malignos, conferindo as células tumorais a capacidade de proliferar-se
de forma desregulada, invadir tecidos adjacentes e disseminar-se para 6rgaos distantes por meio
do processo de metastase. Esse comportamento agressivo esta associado a desregulacao de vias
celulares fundamentais, incluindo mecanismos envolvidos no reparo do DNA, controle do ciclo
celular, regulagdo da proliferacdo, evasdo da resposta imunologica e resisténcia a morte celular
programada. (SCHWARTZ, 2024; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Atualmente, o cancer representa uma das principais causas de morbimortalidade em
escala global, configurando-se como um dos maiores desafios para a satde publica. Estima-se
que, em 2022, aproximadamente 20 milhdes de novos casos de cancer foram diagnosticados e
cerca de 9,7 milhdes de mortes foram atribuidas a doeng¢a em todo o mundo. Além disso, cerca
de uma em cada cinco pessoas desenvolverd cancer ao longo da vida, enquanto
aproximadamente um em cada nove homens e uma em cada doze mulheres morrerdao em
decorréncia da doenca (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2024).

Entre os tipos mais incidentes destacam-se os canceres de pulmdo, mama, colorretal e
prostata, os quais apresentam elevada contribui¢cdo para a carga global da doenca. No Brasil as
projecdes mais recentes indicam que o cancer vem se consolidando como um dos principais
problemas de saude publica, aproximando-se das doencgas cardiovasculares como uma das
principais causas de mortalidade. Nesse contexto o cancer de mama representa um importante
problema de saude publica no Brasil, sendo a neoplasia mais frequentemente diagnosticada
entre as mulheres e correspondendo a aproximadamente 30% dos casos de cancer na populagao
feminina. Para cada ano do triénio 20262028, sdo estimados 78.610 novos casos da doenca,
equivalentes a um risco de 71,57 casos por 100 mil mulheres (INCA, 2026). Além da elevada
incidéncia, destaca-se sua expressiva mortalidade, uma vez que, em 2017, o cancer de mama
foi a principal causa de morte por neoplasias entre as brasileiras, com 16.724 6bitos (SANTOS
et al., 2022).

Esse aumento no numero de pessoas acometidas por neoplasias pode ser atribuido a
uma combinagdo de fatores, como o envelhecimento populacional, mudangas nos habitos de
vida, desigualdades socioecondmicas e regionais, além das limitagdes no acesso as estratégias
de prevengdo, ao diagnostico precoce e ao tratamento adequado em tempo oportuno (INCA,

2026).
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1.1 CARCINOGENESE

Apesar da existéncia de diversos tipos e subtipos de cancer, cada um com caracteristicas
biologicas e moleculares distintas, reconhece-se que os canceres humanos se desenvolvem por
meio de um processo multifdsico, no qual a aquisi¢do progressiva de certas capacidades
funcionais estd associada as diferentes etapas da patogénese tumoral. A diversidade desta
patologia, observada entre os diferentes tipos tumorais e seus subtipos, envolvem alteragdes
especificas que conferem as células capacidades e caracteristicas malignas (HANAHAN;
WEINBERG, 2011; KROEMER; POUYSSEGUR, 2008).

Embora esses mecanismos especializados sejam fundamentais para determinados
contextos tumorais, ha caracteristicas marcantes do cancer que foram definidas com base em
parimetros amplamente compartilhados entre os diferentes tipos de cancer humano. A medida
que as células normais evoluem progressivamente para um estado neoplasico, elas adquirem
uma sucessao de caracteristicas que lhes permitem tornarem-se tumorais e, em ultima instancia,
malignas (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Essencialmente estas caracteristicas conferem vantagens seletivas para sobrevivéncia e
proliferacdo celular, através de modificacdes genéticas e epigenéticas. Em condigdes
fisiologicas, o ciclo celular € rigorosamente controlado por uma série de proteinas reguladoras
e pontos de verificacao que garantem que as células se dividam apenas quando necessario € que
quaisquer erros na replicacio do DNA sejam corrigidos. O desenvolvimento do cancer
geralmente resulta de alteragdes nos genes que controlam o ciclo celular, as quais interrompem
a regulagdo normal do crescimento, resultando na divisao descontrolada (ALMALKI, 2023;
ICARD et al., 2019; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A instabilidade gendmica e o acimulo de mutagdes sdo considerados fatores
facilitadores da carcinogénese. Alteracdes em genes responsdveis pela manutencdo da
integridade do DNA e o reparo de danos genéticos, favorecem a sele¢do de subpopulacdes de
células que apresentam caracteristicas capazes de promover a progressao tumoral. Dessa forma,
mutagdes que ativam oncogenes ou inativam genes supressores tumorais contribuem para a
aquisicdo das demais caracteristicas carcingénicas, proporcionando a diversidade necessaria
para acelerar a incorporacdo dessas capacidades durante o desenvolvimento tumoral
(ALMALKI, 2023; HANAHAN; WEINBERG, 2011; KROEMER; POUYSSEGUR, 2008).

Uma das consequéncias dessas alteragdes ¢ a capacidade de evitar os supressores de
crescimento. Nas células cancerigenas, alteracdes em vias reguladoras do crescimento,

incluindo aquelas relacionadas a proteinas supressoras tumorais, permitem que esses sinais
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inibitorios sejam ignorados. A perda ou inativagdo de reguladores como RB e TP53 (gene co-
repressor de transcri¢do do Retinoblastoma e Proteina Tumoral p53) favorece a progressao do
ciclo celular mesmo diante de condigdes que normalmente induziriam parada proliferativa,
senescéncia ou morte celular. Assim, as células tumorais tornam-se menos dependentes dos
mecanismos fisiologicos que limitam sua expansio (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
KROEMER; POUYSSEGUR, 2008).

Paralelamente, as células cancerigenas desenvolvem mecanismos de resisténcia a morte
celular, principalmente por meio da evasao da apoptose. Em condi¢gdes normais, danos extensos
ao DNA, estresse celular ou auséncia de sinais de sobrevivéncia podem desencadear a morte
programada da célula ou apoptose. Entretanto, células tumorais podem adquirir alteragdes que
reduzem a ativagdo das vias apoptoéticas, seja pela perda da funcdo de proteinas pro-apoptoticas,
seja pelo aumento da atividade de proteinas antiapoptéticas. A inativacdo da via mediada pelo
gene TP53, por exemplo, reduz a capacidade da célula de responder adequadamente a danos
gendmicos. Como consequéncia, células que deveriam ser eliminadas conseguem permanecer
vidveis e continuar sua expansdo, contribuindo para a progressio do tumor (AHMED;
BICKNELL, 2009; KROEMER; POUYSSEGUR, 2008).

Outro mecanismo fundamental ¢ a aquisi¢do da imortalidade replicativa. Células
normais apresentam um numero limitado de divisdes, em grande parte devido ao encurtamento
progressivo dos teldmeros, estruturas que protegem as extremidades dos cromossomos. A cada
ciclo de divisdo, os telomeros tendem a diminuir até atingir um comprimento critico,
desencadeando senescéncia ou, em determinadas condi¢des, morte celular. As células
cancerigenas podem superar essa limitagdo por meio da reativacao da telomerase, uma enzima
capaz de adicionar sequéncias teloméricas as extremidades dos cromossomos. A manutengao
dos telomeros permite que as células continuem se dividindo por periodos prolongados,
evitando o limite replicativo associado ao encurtamento telomérico. Dessa maneira, a ativagao
da telomerase constitui um importante mecanismo para a aquisi¢do da chamada imortalidade
replicativa, permitindo a manuten¢do de clones tumorais por sucessivas geragdes celulares
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; SHAY; WRIGHT, 2019; MACIEJOWSKI; DE LANGE,
2017).

Outro fator importante para a sobrevivéncia e progressao tumoral ¢ a inducdo da
angiogénese. Durante este processo, as células tumorais estimulam a formag¢ao de novos vasos
sanguineos a partir da vasculatura preexistente. A medida que o tumor cresce, sua elevada
demanda por oxigénio e nutrientes pode levar a formagdo de regides de hipoxia, capazes de

ativar fatores de resposta celular, especialmente o fator induzivel por hipoxia (HIF-1). A
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ativacao dessa via promove a expressao de fatores pro-angiogénicos, com destaque para o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), que estimula a proliferagdo, migragdo e
organizacao das cé¢lulas endoteliais. Dessa forma, as células tumorais conseguem modificar o
microambiente ao seu redor para favorecer a formacao de uma rede vascular que fornece
oxigénio e nutrientes e, consequentemente, sustenta o crescimento e a expansdo do tumor
AHMED; BICKNELL, 2009; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Entretanto, os vasos
sanguineos formados durante a angiogénese tumoral geralmente apresentam organizagdo e
funcionamento anormais, com maior permeabilidade e fluxo irregular, contribuindo também
para a progressdao tumoral. Assim, a angiogénese representa uma importante adaptacdo das
células cancerigenas para superar as limitagdes impostas pelo crescimento e manter o
suprimento necessario para sua continua expansao (AHMED; BICKNELL, 2009)

Entretanto, possivelmente, a caracteristica mais fundamental das células cancerigenas
esta relacionada a sua capacidade de sustentar uma proliferagdo celular cronica. Os tecidos
normais controlam cuidadosamente a produgdo e a liberacdo de sinais promotores de
crescimento que regulam a entrada e a progressao pelo ciclo de crescimento e divisdo celular,
garantindo assim a homeostase do nimero de células e, consequentemente, a manutencdo da
arquitetura e da fungdo normal dos tecidos. Essa proliferagdo celular continua permite que as
células tumorais mantenham continuamente a entrada e a progressao no ciclo celular. Para isso,
as celulas cancerigenas podem produzir seus proprios fatores de crescimento, aumentar a
expressdo ou ativacdo de receptores, amplificar vias de sinalizagdo intracelular ou apresentar
alteragcdes que mantém essas vias permanentemente ativadas. Esses sinais também influenciam
outras propriedades celulares, como a sobrevivéncia celular e o metabolismo energético. A
ativagao persistente dessas vias faz com que a célula mantenha um estado proliferativo mesmo
na auséncia dos estimulos fisioldgicos normalmente necessarios (JAIN, 2005; CARMELIET;
JAIN, 2011).

A proliferagdo continua, por sua vez, impde as c€lulas tumorais uma elevada demanda
por energia e por componentes necessarios para a sintese de proteinas, lipidios e acidos
nucleicos. Por esse motivo, a aquisi¢ao do fenotipo proliferativo estd intimamente relacionada
a desregulacdo do metabolismo celular. As células cancerigenas podem reprogramar seu
metabolismo para sustentar o crescimento e a divisdo acelerados, aumentando a captagdo e
utilizacdo de nutrientes e favorecendo a glicolise mesmo na presenca de oxigénio, fendmeno
denominado efeito Warburg. Nesse contexto, a glicose ndo ¢ utilizada exclusivamente para
producdo de ATP, mas também fornece intermedidrios metabdlicos necessarios a biossintese

de nucleotideos, aminoacidos e lipidios. Assim, a reprograma¢do metabodlica fornece os



18

recursos necessarios para sustentar a elevada demanda biossintética decorrente da proliferagao
celular (ICARD et al., 2019).

O efeito Warburg, que ¢ um fendmeno amplamente reconhecido em que as células
cancerigenas, ao contrario das células normais, utilizam predominantemente a glicolise
anaerobica, mesmo na presenca de oxigénio abundante, em vez da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial para atender as suas demandas de energia. Esse fendmeno foi inicialmente descrito
por Otto Warburg que o atribuiu como uma consequéncia de uma lesdo respiratoria irreversivel
e generalizada das mitocondrias. Entretanto, esse dano as mitocondrias nem sempre ¢ a
consequéncia primaria do efeito warburg havendo evidéncias claras de que a glicolise esta
aumentada na maioria dos tumores sem que haja disfuncdo mitocondrial (TAN et al., 2026;
OTTO, 2016).

Portanto, o efeito Warburg, ¢ certamente mais do que uma simples adaptacdo a uma
disfun¢do mitocondrial ou at¢ mesmo a hipdxia. Trata-se, na verdade, de um componente
crucial do fendtipo maligno e uma caracteristica central da reprogramagao metabdlica das
células cancerigenas, considerada uma "marca registrada do cancer". A transi¢cdo para a
glicolise aerdbica, seguida pela formagdo de lactato, ¢ adquirida muito precocemente na
carcinogénese, mesmo antes que as células tumorais sejam expostas a condigdes hipdxicas. O
fenotipo de Warburg constitui uma assinatura metabodlica de 70 a 80% dos canceres humanos,
resultante da interacdo entre a ativacdo normoxica/hipoxica do fator de transcrigdo fator
induzivel por hipoxia-1 (HIF-1), a ativacdo de oncogenes, a perda de funcdo de genes
supressores de tumor, a alteragdo de vias de sinaliza¢do e a interagdo com componentes do
microambiente tumoral (TME), por vezes atuando em conjunto com mecanismos epigenéticos.
O efeito Warburg reflete um programa metabolico das células cancerigenas que impulsiona a
proliferacdo sustentada e acelera a progressdo maligna (VAUPEL; MULTHOFF, 2021;
FAUBERT; SOLMONSON; DEBERARDINIS, 2020; VAUPEL; SCHMIDBERGER;
MAYER, 2019).

Essa reprogramacao metabolica apresenta, contudo, uma particularidade importante em
relagdo a eficiéncia energética da glicose. Por unidade de glicose, a glicdlise aerobica ¢ um
meio ineficiente de gerar ATP em comparacdo com a quantidade obtida pela respiracao
mitocondrial. No entanto, a taxa de metabolismo da glicose por meio da glicélise aerdbica €
maior, de modo que a producdo de lactato a partir da glicose ocorre de 10 a 100 vezes mais
rapido do que a oxidagdo completa da glicose nas mitocondrias. Como a mudanga metabdlica
energética nas células cancerosas produz menos ATP por molécula de glicose, a demanda por

glicose nessas cé€lulas ¢ maior do que nas células normais. Portanto, as células cancerosas
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dependem de taxas mais altas de captagdo de glicose para suprir suas necessidades aumentadas
de energia, biossintese e redox (LIBERTI; LOCASALE, 2016; SHESTOV et al., 2014).

Além da glicose, outros monossacarideos, como frutose, galactose e manose, podem ser
utilizados pelas células neoplasicas como fontes alternativas de carbono, contribuindo tanto
para a producdo de energia quanto para a sintese de biomoléculas necessarias a proliferacao
celular. Para sustentar essa elevada demanda metabdlica, as células tumorais podem aumentar
ou desregular a expressdao de proteinas responsaveis pela captacdo de hexoses. Esses
transportadores sao classificados em duas familias principais: os cotransportadores de glicose
dependentes de s6dio (SGLTs), pertencentes a familia SLCS, e os transportadores facilitadores
de glicose (GLUTSs), pertencentes a familia SLC2. Os diferentes membros da familia GLUT
apresentam afinidades distintas por glicose e por outras hexoses, incluindo frutose, galactose e
manose (ANCEY; CONTAT; MEYLAN, 2018; BARBOSA; MARTEL, 2020; SHIN et al.,
2022).

A familia GLUT sdo transportadores facilitadores que medeiam o transporte de glicose
a favor do seu gradiente de concentragdo. Esta familia de transportadores ¢ composta por 14
membros: GLUTI-GLUTI12, GLUTI4 ¢ o transportador H * /mio-inositol. Cada proteina
transportadora GLUT possui diferentes afinidades pela glicose e outras hexoses, como a
frutose. Entre os membros da familia GLUT, a superexpressio de GLUTI tem sido
consistentemente observada em muitos tipos diferentes de cancer, incluindo cancer de mama,
pulmado, renal, colorretal e pancreatico, evidenciando seu papel relevante na reprogramagao
metabolica de diferentes neoplasias. No contexto do cancer de mama, o GLUT1 desempenha
um papel central no aumento da captagdo de glicose pelas células tumorais. (BARBOSA;
MARTEL, 2020; SZABLEWSKI, 2013)

De acordo com sua superexpressdo, o GLUT1 ¢ crucial para a captagdo de glicose pelas
células cancerigenas e constitui o principal transportador de glicose em linhagens de cancer de
mama, como MCF-7 e MDA-MB-231. A captagdo de glicose mediada por GLUT1 parece ser
especialmente critica nos estagios iniciais do desenvolvimento do cancer de mama, afetando a
transformagao celular e a formagao do tumor. De fato, a superexpressao de GLUT1, que ocorre
precocemente durante o processo de transformacao, induz uma alteragdo no metabolismo das
células epiteliais da mama que precede as alteragdes morfologicas no cancer de mama e,
portanto, pode ser uma parte fundamental do processo neoplasico e € considerado um oncogene
(BARBOSA; MARTEL, 2020; SZABLEWSKI, 2013; YOUNG et al.,, 2011; GROVER-
MCKAY et al., 1998).
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O aumento da captacdo de glicose pelas células cancerigenas tem sido explorado
clinicamente no diagndstico, acompanhamento e até mesmo como alvo terapéutico no cancer.
A Tomografia por Emissao de Positrons (PET), por exemplo, ¢ um exame de diagnostico e
acompanhamento de cancer que utiliza 18-fluoro-2-desoxi-D-glicose (FDG), um andlogo da
glicose radiomarcado. Esse radiotragcador entra nas células através dos GLUTs, sendo entdo
fosforilado por hexocinases em FDG-6-fosfato, que nao pode ser metabolizado posteriormente
e, portanto, se acumula no citoplasma. E importante ressaltar que a sensibilidade dessa técnica
varia dependendo do tipo de cancer, e essa heterogeneidade tem sido particularmente associada
a expressao tumoral de GLUT1 ou GLUT3 (LUENGO; GUI; VANDER HEIDEN, 2017).

A utilizag¢do clinica da capta¢do de glicose como marcador da atividade tumoral
evidencia a importincia da reprogramacao metabolica para o desenvolvimento e a manutencao
do cancer. Nesse contexto, o metabolismo energético das células cancerigenas também tem sido
investigado como uma oportunidade para intervencdo terapéutica, uma vez que a elevada
dependéncia de determinadas vias metabolicas pode criar vulnerabilidades especificas nas
células tumorais. Assim, muitos compostos que t€ém como alvo o metabolismo energético das
células cancerigenas estdo atualmente em ensaio clinico ou aprovados como agentes
terapéuticos contra o cancer. Essas estratégias reforcam o metabolismo tumoral como um
importante campo para o desenvolvimento de abordagens diagnodsticas e terapéuticas,
especialmente diante da necessidade de tratamentos mais seletivos e direcionados as
caracteristicas metabdlicas das células cancerigenas (DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016;
MARTINEZ-OUTSCHOORN et al., 2017, LUENGO; GUI; VANDER HEIDEN, 2017).

1.2 TRATAMENTO

O sucesso no tratamento do cancer esta diretamente associado ao diagndstico precoce e
a escolha de estratégias terap€uticas adequadas, incluindo abordagens como cirurgia,
quimioterapia, radioterapia e terapias direcionadas, as quais podem contribuir
significativamente para melhores desfechos clinicos (WHO, 2022; ZHAO et al., 2020).

O avanco no entendimento da complexidade e da heterogeneidade bioldgica do cancer
possibilitou o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e individualizados, considerando
as caracteristicas especificas de cada tumor e de seus mecanismos moleculares. Nas ultimas
décadas, importantes avancos na pesquisa oncologica permitiram a identificagdo e o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos capazes de atuar em alvos especificos

envolvidos na progressdao tumoral. Atualmente, existem varias classes de quimioterapicos
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baseados em antimetabolitos, agentes alquilantes, elementos imunologicos, componentes
hormonais ou antimitoticos (SAMAAN et al., 2019; ABOTALEB et al., 2018)

Os quimioterapicos antimitdticos sdo uma opgao de tratamento altamente validada que
reduz a proliferacao e invasao de células cancerigenas por meio da modulacao da divisao celular
mediada pela alteragdo da fun¢do dos microtiibulos, consequentemente, a modificacdo dos
microtubulos leva a parada do ciclo celular e subsequente apoptose celular. Os inibidores dos
microtibulos representam dois grupos de medicamentos: sintéticos e naturais. Dentre os
agentes antimitoticos amplamente utilizados, destaca-se o paclitaxel (PTX), um fairmaco natural
extraido da casca da arvore Taxus brevifolia, que se consolidou no tratamento de diversos tipos
de neoplasias. Trata-se de um medicamento amplamente utilizado, reconhecido por apresentar
uma potente atividade como agente unico. (SAMAAN et al., 2019; BISWAS et al., 2012).

O PTX promove a formacdao e a estabilizagdo dos microtubulos, interferindo em
processos celulares essenciais, incluindo a mitose, o transporte celular e a motilidade celular e
¢ frequentemente empregado como tratamento de primeira escolha no cancer de mama
metastatico e em estagio inicial, mas também pode ser utilizado para tratar tumores solidos,
como cancer de ovario, cancer de prostata refratario a hormoénios e cancer de pulmao de células
ndo pequenas. Devido a alta demanda pelo medicamento, a arvore T. brevifolia de crescimento
lento ndo foi capaz de atender as necessidades do mercado e da pesquisa, e concluiu-se que a
produgdo de PTX a partir de T. brevifolia era impraticavel, ndo ambientalmente consciente e
financeiramente onerosa, de acordo com o National Cancer Institute (NCI). Em 1993, um novo
método de producdo em massa de PTX foi associado a um fungo isolado do floema de T.
brevifolia. Em 1994, uma abordagem semissintética bem-sucedida de sintese de PTX foi
formulada e aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration), que ¢ o método de producao
até hoje. (DAS et al., 2021; SAMAAN et al., 2019; PAN; AVILA; GOLLAHON, 2014)

No entanto, sua aplicagdo clinica ainda enfrenta obstdculos. Devido a sua baixa
solubilidade em agua, o PTX exige o uso de formulagdes especificas, como o Taxol, que utiliza
Cremophor EL como solvente, um 6leo de mamona polietoxilado, e etanol, na proporcao de
1:1. Contudo, foi observado que este material est4 associado a reagdes adversas, como reagoes
de hipersensibilidade mediadas por histamina, neuropatia sensorial ou comprometimento da
administracdo do medicamento, bem como limitacao de sua eficacia. A hipersensibilidade ao
PTX, inclui dispneia, broncoespasmo, urticaria, rubor, erup¢do cutidnea eritematosa,
hipotensdo, angioedema, dor no peito, dor abdominal, febre ou calaftrios, geralmente ¢ visivel
nos primeiros dez minutos da administracdo do medicamento (ZHOU et al., 2013; MA, 2013;

BISWAS et al., 2012).
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Além disso, a administragdo convencional de quimioterapicos na forma livre pode
resultar em distribui¢do sistémica ndo especifica, reduzindo a concentragdo do farmaco nos
tecidos tumorais ¢ aumentando os efeitos colaterais. Diante dessas limitagdes, surgiu uma
necessidade de desenvolver sistemas de liberagdo de farmacos capazes de reduzir os efeitos
adversos da quimioterapia e, simultaneamente, melhorar seu perfil terapéutico. Novidades
como o PTX ligado a albumina (nab-PTX) sdo exemplos impressionantes do progresso na area
associada a oncologia focada na conexao cruzada da nanotecnologia e do tratamento do cancer
(MAHTANI et al., 2018; ZHOU et al., 2013; HERR; DEBATIN, 2001).

Neste cendrio, a nanotecnologia tem emergido como uma estratégia promissora para
otimizar a detec¢do e o tratamento do cancer, principalmente por meio do direcionamento
preciso de agentes terap€uticos as células tumorais. As nanoparticulas (NPs) sdo estruturas de
escala submicrométrica com propriedades fisico-quimicas variadas, podendo ser classificadas
conforme seu tamanho, morfologia, composic¢ao (polimérica, lipidica ou inorganica), potencial
zeta e origem (natural ou sintética). Por atuarem na interface entre as ciéncias bioldgicas e
fisicas, as NPs vém sendo amplamente aplicadas em diversas areas, incluindo medicina,
agricultura e eletronica. No campo biomédico, a nanobiotecnologia tem desempenhado um
papel crucial no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e de diagnostico
(SUKHANOVA et al., 2018; JAIN, JAIN, MAHAJAN, 2015; SUTRADHAR; AMIN, 2014;
ELSABAHY, WOOLEY, 2013; REIS, NEUFELD, 2006).

As associacdes com NPs mostraram ser um efetivo sistema de entrega de medicamentos,
tendo como principal objetivo o direcionamento da substancia ao tecido ou célula alvo,
melhorando a sua absor¢ao, biodisponibilidade e diminuindo os efeitos toxicos. (BERNARDY
et al.,, 2010; ELSABAHY; WOOLEY, 2013; JAIN; JAIN; MAHAJAN, 2015; ULBRICH et
al., 2016). O pequeno tamanho das NPs permite que elas atravessem barreiras epiteliais e
endoteliais. Assim, podem chegar a corrente sanguinea e ao sistema linfatico, sendo distribuidas
a diferentes orgaos e tecidos, incluindo o cérebro, coragdo, figado, rins, entre outros (SINGH;
LILLARD, 2009). Uma vez no tecido, sdo transportadas para as células por mecanismos de
transcitose ou simplesmente difundas através da membrana celular. Elas podem ainda,
extravasar através de tumores e penetrar microcapilares (FORNAGUERA et al., 2015).

As propriedades unicas das nanoparticulas permitem ainda a possibilidade de
funcionalizagdo com o intuito de direcionar e melhorar a sua captacdo, permitindo a sua
aplicacdo em diferentes areas, dependendo da sinergia entre as caracteristicas estruturais e
fisicoquimicas dos materiais utilizados e do alvo desejado. Neste contexto, a descoberta das

vesiculas lipidicas desempenhou um papel significativo nos sistemas de administragdo de
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medicamentos, abrindo caminho para a formula¢ao de medicamentos potentes, melhorando sua
biodisponibilidade e, assim, proporcionando uma melhor terapéutica. (YU et al., 2021; YE et
al., 2019)

As nanoparticulas a base de lipidios despertam particular interesse devido as suas
caracteristicas de tamanho, forma e quimica de superficie, que podem ser facilmente
modificadas. As formulagdes lipossdmicas podem encapsular tanto drogas hidrofilicas quanto
hidrofobicas, garantindo, assim, a associacao eficiente com diferentes tipos de medicamentos.
Os transportadores lipossdomicos sdo amplamente usados para no tratamento de diferentes
doengas, incluindo distirbios oculares, doengas neurologicas, como Alzheimer e Parkinson, e
na terapia antitumoral. Entre varias aplicagdes, esses transportadores ganharam importancia na
terapia anticancer devido a sua possibilidade de ligacdo para atingir especificamente os tumores
por meio da conjugagdo com os respectivos anticorpos, peptideos ou carboidratos, que agem
como direcionadores moleculares. (YANG; LI; GU; FAN, 2021; MICHELETTO et al., 2015)

Nos ultimos anos, diversos estudos demonstraram que a incorporagdo de polimeros a
bicamada lipidica pode aumentar a estabilidade coloidal das vesiculas. Entre esses polimeros,
o polietilenoglicol (PEG) e seus derivados apresentam ampla aplicagdo nos campos bioldgico,
quimico e farmacéutico, principalmente em razdo de sua elevada solubilidade em meios
aquosos e organicos, flexibilidade estrutural e, de modo geral, baixa toxicidade. O PEG também
pode ser utilizado como modificador covalente de diferentes moléculas e superficies,
originando conjugados que combinam propriedades do polimero e do substrato original.
Quando incorporado a superficie de lipossomas, o PEG forma uma camada hidrofilica que
reduz interagdes inespecificas com proteinas plasmaticas e dificulta o reconhecimento pelo
sistema mononuclear fagocitario. Como consequéncia, os lipossomas PEGuilados podem
apresentar maior tempo de circulacdo sanguinea e menor capta¢do pelo figado e pelo bago
(ALLEN et al., 1991; KNOP et al., 2010; MICHELETTO et al., 2015).

Nesse contexto, copolimeros anfifilicos contendo carboidratos, com arquiteturas
enxertadas ou em bloco, t€ém recebido atencdo como componentes de sistemas destinados a
liberagdo direcionada de farmacos. Anfifilicos glicosilados podem ser incorporados as vesiculas
lipidicas para expor residuos de carboidratos em sua superficie, possibilitando interagdes
especificas com lectinas. Essas proteinas reconhecem estruturas glicidicas e glicoconjugados,
desempenhando fung¢des em diferentes processos de reconhecimento molecular e celular.
Estudos com vesiculas constituidas por fosfatidilcolina e pelo anfifilico glicosilado
C22PEGoooGIcNAc demonstraram a formacdo de estruturas estaveis, com carboidratos

disponiveis na superficie e capazes de interagir com lectinas. Portanto, a avaliacdo de
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propriedades como tamanho, potencial zeta, organiza¢do molecular, estado de fase e
mobilidade dos componentes ¢ fundamental para compreender o comportamento desses
nanocarreadores e aperfeicoar sua capacidade de vetorizagdo direcionada (MICHELETTO et
al., 2015; DOS SANTOS et al., 2016).

Como se sabe as células cancerigenas apresentam elevada demanda por nutrientes para
sustentar sua proliferacdo e suas necessidades bioenergéticas e biossintéticas, frequentemente
acompanhada pelo aumento da captagdo de glicanos. (BROWN; WAHL, 1993; LUENGO;
GUI; VANDER HEIDEN, 2017). Nesse contexto, a N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc), tem
sido investigada como ligante para a funcionalizacdo de nanocarreadores destinados a liberagao
direcionada de farmacos. Tian et al. (2015) desenvolveram nanoparticulas poliméricas
funcionalizadas com GlcNAc e carregadas com doxorrubicina e observaram, por microscopia
confocal e citometria de fluxo, maior internalizagao celular e capacidade de direcionamento em
comparagdo com nanoparticulas ndo funcionalizadas. Nas linhagens MCF-7, de cancer de
mama, ¢ HT29, de cancer colorretal, as nanoparticulas funcionalizadas também apresentaram
maior atividade antitumoral in vitro. Esses achados indicam o potencial da GlcNAc como
ligante para aumentar a interacdo e a internaliza¢do celular de nanocarreadores (TIAN et al.,
2015).

Diante desse contexto, este trabalho tem o objetivo de desenvolver estratégias que
aumentem a seletividade e a eficacia do paclitaxel no tratamento do cancer de mama. A
funcionalizacdo de lipossomas com N-acetilglicosamina (GIcNAc) pode favorecer interagdes
preferenciais entre os nanocarreadores e as células tumorais por meio do reconhecimento
mediado por carboidratos, contribuindo para o aprimoramento da atividade biologica da
formulacdo e para a reduc¢do das limitacdes associadas a administragdo convencional do

farmaco.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial como terapia antitumoral de lipossomas funcionalizados com N-
acetilglucosamina (GlcNAc) e associados ao paclitaxel (PTX) em células de cancer de mama

MCF-7.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obter formulagdes lipossomais a base de fosfatidilcolina contendo ou nao PTX, e
funcionalizadas ou ndo com N-acetilglucosamina (GIcNAc);

2. Caracterizar as formulagdes lipossomais quanto ao diametro hidrodinadmico, ao indice
de polidispersidade (PDI) e do potencial zeta (PZ);

3. Avaliar a biocompatibilidade dos lipossomas vazios, funcionalizados ou nao com
GIcNAc, em células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7 e fibroblastos dérmicos
humanos FC-0024;

4. Avaliar o efeito citotoxico do PTX livre e das formulacdes contendo PTX,
funcionalizadas ou ndo com GlcNAc, em células MCF-7 e FC-0024;

5. Comparar a atividade citotoxica do PTX livre, dos lipossomas carregados com PTX e
dos lipossomas funcionalizados com GIcNAc e carregados com PTX, em concentragdes
equivalentes do farmaco;

6. Comparar a atividade citotoxica dos lipossomas carregados com PTX, funcionalizados
ou ndo com GIcNAc, apds periodos de exposi¢do de curta e longa duracao;

7. Comparar a atividade das formulagdes contendo paclitaxel funcionalizadas e ndo
funcionalizadas com GIcNAc, visando investigar a contribui¢do da funcionalizagdo na

atividade antitumoral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 SINTESE DOS LIPOSSOMAS

3.1.1 Purificacdo da lecitina de soja

Para a obtencao da fosfatidilcolina (PC), a lecitina de soja foi purificada de acordo com
a literatura. Para isso, 10 g de lecitina de soja foram dissolvidos em 50 mL de acetato de etila
(Sigma—Aldrich), sob agitagdo, e 2 mL de agua ultrapura (Milli-Q) foram adicionados gota a
gota, resultando na formagdo de duas fases. A fase superior foi separada da fase em gel e
descartada. Posteriormente, o gel foi disperso, por duas vezes, em 50 mL de acetona, e os
aglomerados resultantes foram triturados com o auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, a
acetona foi removida. O precipitado foi filtrado a vacuo e seco em dessecador, resultando em
uma massa final de 4 g. Os procedimentos de purificacdo foram monitorados por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando placas pré-revestidas com silica gel 60 F254 (E. Merck,
Darmstadt) e uma fase movel composta por cloroférmio, metanol e agua ultrapura (Milli-Q),
na propor¢do de 6,5:2,5:0,4. As placas foram reveladas em atmosfera saturada de iodo.
Fosfatidilcolina de alta pureza, fornecida pela industria, foi utilizada como padrdo para

comparacao.

3.1.2 Preparacio das vesiculas

Os lipossomas carregados com PTX (PC + C22PEG900GIcNAc¢) foram preparados pelo
método de evaporagdo em fase reversa, conforme descrito anteriormente em Micheletto et al.,
2015. O farmaco PTX foi encapsulado durante a etapa hidrofobica da preparacdo dos
lipossomas, utilizando cloroférmio. As amostras de lipossomas constituidas por estruturas auto-
organizadas entre PC e C22PEG900GIcNAc (PC + C22PEG900GIcNAc), na proporgao
PC:C22PEG900GIcNAc de 80:20 (m/m), foram solubilizadas em 5 mL de cloroférmio. A
mistura foi sonicada por 2 min, a 25 °C, em sonicador com poténcia méxima de 180 W,
produzindo uma dispersdao homogénea e opalescente de micelas reversas. O cloroféormio foi
evaporado sob vacuo em evaporador rotativo, a 30 °C, com rotacao de 180 rpm e pressao de
380 bar, resultando em um organogel viscoso. O procedimento foi utilizado para produzir
quatro nanoparticulas diferentes: Pura (apenas PC), PC + Farmaco (12 mg.mL—1 de PC + 1
mg.mL—1 de PTX), PC + C22PEG900GIcNAc (12 mg.mL—1) e PC + C22PEG900GIcNAc +
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PTX funcionalizada (12 mg.mL—1 de PC + C22PEG900GIcNAc contendo 1 mg.mL—1 de
PTX). A solugdo foi filtrada (filtros da GE Healthcare Life Sciences, filtros de membrana de
nailon Whatman®, poros de 0,45 um) para remover possiveis agregados grandes. Apos a
sintese, os lipossomas foram liofilizados e ressuspensos antes do uso. Apos a ressuspensao, as
amostras foram tratadas com 4% do antibidtico penicilina/estreptomicina (P/S) e sonicadas por

10 minutos.(Micheletto et al., 2015).

3.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

O diametro médio e a distribuicdo do tamanho das particulas das formula¢des foram
determinados utilizando a técnica de espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scattering
— DLS), empregando o analisador de tamanho de particulas Brookhaven NanoBrook OMNI
Particle Size Analyzer (Brookhaven Instrument Corporation, NY, EUA). As medidas de
tamanho das particulas foram realizadas a 25 °C, apds dilui¢do adequada das amostras em PBS.
O raio hidrodindmico foi determinado utilizando a equacao de Stokes—Einstein.

As andlises por espalhamento de luz eletroforético (Electrophoretic Light Scattering —
ELS) foram utilizadas para determinar o potencial zeta médio dos compostos. As formulagdes
foram diluidas em agua na propor¢ao 1:30, e as medi¢des foram realizadas a 25°C. Ambas as
analises (DLS e ELS) foram realizadas utilizando o equipamento NanoBrook Omni
(Brookhaven Instrument Corporation, NY, EUA). Foram realizadas dez medi¢des em triplicata
para cada amostra, a fim de obter os valores médios e o desvio padrio (DP). Apds a
ressuspensao, as amostras foram submetidas a sonicagdo e a distribuicdo do tamanho das
particulas foi novamente determinada por DLS utilizando o analisador NanoQ (Cordouan

Technologies SAS, Franca).

3.3 CULTURA CELULAR E ENSAIO DE VIABILIDADE

Células de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7) e fibroblastos dérmicos adultos
primarios humanos (FC-0024), adquiridos da ATCC, foram cultivados em Meio Essencial
Minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (P/S). Ambas as linhagens celulares foram
incubadas em condigdes de cultivo, a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2.
As células foram semeadas com confluéncia de 60% em placas de 96 pogos com paredes opacas

e incubadas. Para o ensaio de citotoxicidade, apos 24 h, as c€lulas foram tratadas com diferentes
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concentragdes dos lipossomas (0,01 pg/mL; 0,05 pg/mL; 0,1 pg/mL; 0,5 pg/mL; 1 pg/mL; 5
pg/mL; 10 pg/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL) e incubadas por 72 h. A concentraciao
correspondente de PTX estd apresentada na Tabela 1. Para os efeitos apds periodos curtos de
exposicao, as células foram expostas a diferentes concentragdes do tratamento (5 pg/mL; 10
png/mL; 50 pg/mL) por 3 h e 5 h; posteriormente, o meio foi removido e substituido, e as células
foram incubadas por 72 h. A concentracdo de 5 pg/mL também foi avaliada 24 h e 48 h ap6s o
tratamento. Para avaliar a viabilidade celular, foi realizado o ensaio CellTiter-Glo®. O substrato
CellTiter-Glo® foi reconstituido em temperatura ambiente e adicionado na quantidade de 100
uL/poco. O conteudo foi misturado por 2 minutos em agitador orbital para induzir a lise celular
e incubado em temperatura ambiente por 10 minutos para estabilizar o sinal luminescente. Em
seguida, a luminescéncia foi medida utilizando um leitor multimodo de microplacas Varioskan
LUX (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os experimentos foram realizados em
triplicata para cada condicdo, e os resultados foram expressos como porcentagem de células

vivas em comparacao ao controle (células ndo tratadas).

Tabela 1 - Doses equivalentes de paclitaxel para as concentragdes de lipossomas testadas.

Concentracao

Lipossoma

(ng/mL)
PTX equivalente 0.98nM 4.88nM 9.76 nM 48.8 nM 97.6 nM 488 nM 976 nM 4.88uM 9.75uM

0.01 0.05 0.10 0.50 1 5 10 50 100

Fonte: Do Autor,2026.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados como média + desvio-padrdo (DP). As andlises estatisticas
foram realizadas utilizando o GraphPad Prism (versao 10; GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). As diferengas entre os grupos foram analisadas por andlise de variancia de duas vias
(ANOVA de duas vias) com pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

As formulagdes lipossomais foram definidas da seguinte forma: Lipo (lipossoma puro),
Lipo-GlcNAc (lipossomas funcionalizados com GlcNAc), Lipo-PTX (lipossomas carregados
com paclitaxel) e Lipo-GIcNAc-PTX (lipossomas funcionalizados com GIcNAc e carregados
com paclitaxel).

A sintese dos lipossomas ¢ os testes de citotoxicidade foram realizados em instalagdes
diferentes, por esse motivo, a distribui¢do de tamanho foi determinada antes da liofilizagdo e
apos a ressuspensdo. a fim de avaliar o efeito do processamento sobre a estabilidade das

formulagdes. Os resultados iniciais foram os seguintes:

Tabela 2 - Caracterizagdo fisico-quimica apo6s a sintese.

Antes da liofilizacao Apos a liofilizacao
Amostra (dn, nm) PDI Potencial zeta (mV) (dn, nm) PDI
Lipo 202.7 0.176  -62.87 152.8+9.0 0.467 £ 0.024
Lipo — GlcNAc 219.10 0.268  -64.90 180.0+ 5.0 0.417 £ 0.007
Lipo — PTX 148.14 0213 -44.34 116.2+0.2 0.214 £+ 0.006
Lipo-GIcNAc-PTX 199.58 0.209  -48.38 1047+ 1.1 0.261 £ 0.007

Fonte: Do Autor,2026.

Descrig@o: Antes da liofilizagdo: didmetro hidrodinamico (d.), indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta
(PZ) das formulagdes lipossomais medidos imediatamente apds a sintese, utilizando um equipamento Brookhaven.
Ap6s a liofilizagdo: dn e PDI das formulagdes lipossomais medidos apos a liofilizagdo, ressuspensdo e sonicacéo,
utilizando um equipamento NanoQ (Cordouan Technologies). O di corresponde a média Z obtida pela analise de
cumulantes. Os valores sdo expressos como média + desvio-padrio (n = 3). Ambas as medi¢des foram realizadas
utilizando dois equipamentos diferentes de espalhamento dinamico de Iuz (DLS); contudo, ambos operam segundo
0 mesmo principio e foram utilizados para avaliar alteragdes relativas na distribuicdo do tamanho das particulas.

A caracterizagdo fisico-quimica das formulagdes lipossomais revelou perfis distintos
antes e apds o processamento. Imediatamente ap0s a sintese, todas as formulagdes apresentaram
diametros hidrodindmicos na faixa nanométrica (~148-219 nm), com valores de PDI
relativamente baixos (0,176—0,268), indicando populacdes homogéneas. Os elevados valores
negativos de potencial zeta (—44 a —65 mV) sugerem forte estabilizacdo eletrostatica,
particularmente para os lipossomas puros e funcionalizados com GlcNAc (Tabela 2). Entre as
formulagdes, a incorporagdo de paclitaxel resultou em menor didmetro hidrodindmico (148,14

nm).
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Apos a liofilizacdo, a ressuspensdo e a sonicacdo, observou-se uma reducgdo geral do
didmetro hidrodindmico em todas as formulagdes, acompanhada por um aumento do PDI,
indicando reorganizagdo estrutural e maior heterogeneidade dos sistemas (Tabela 2). Apesar
desse efeito, as formulagdes lipossomais contendo paclitaxel, particularmente o sistema
funcionalizado com GIcNAc, mantiveram tamanhos préximos a 100 nm (104,7 £ 1,1 nm), com
polidispersidade moderada (PDI = 0,261 + 0,007), sugerindo a preservacdo da integridade
coloidal apds o processamento. Em contraste, os lipossomas Lipo e Lipo-GlcNAc apresentaram
valores de PDI mais elevados (>0,4), indicando distribui¢cdes de tamanho mais amplas e perda
parcial da homogeneidade de tamanho, o que pode ser esperado apds a liofilizagdo. De modo
geral, esses resultados demonstram que, embora o processamento afete a distribui¢do de
tamanho, as formulagdes carregadas com paclitaxel mantém caracteristicas fisico-quimicas

adequadas para avaliagdes biologicas posteriores.

4.2 CULTURA CELULAR E ENSAIO DE VIABILIDADE

Foi realizado um estudo de citotoxicidade para avaliar o potencial terapéutico dos
lipossomas carregados com paclitaxel em células de cancer de mama humano e em fibroblastos
saudaveis. A viabilidade celular foi avaliada 72 h apds o tratamento com concentragdes
crescentes das formulacdes (Figura 1). Nao foram observados efeitos citotoxicos de Lipo e
Lipo-GlcNAc em nenhum dos tipos celulares, demonstrando a biocompatibilidade do carreador
lipidico.

Figura 1 - Avaliacao de citotoxicidade dos lipossomas sem o medicamento.
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Fonte: Do Autor,2026.

Descrigdo: Estudo de citotoxicidade de lipossomas puros (Lipo) e funcionalizados (Lipo-GlcNAc), em diferentes
concentragdes, em (a) fibroblastos (FC-0024) e (b) células de cancer de mama humano (MCF-7), utilizando
CellTiter-Glo®, de acordo com a ANOVA de duas vias.
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Por outro lado, foi observado um efeito citotoxico pronunciado de Lipo-PTX e Lipo-
GlcNAc-PTX nas células MCF-7, mas ndo nos fibroblastos, sugerindo atividade antitumoral
seletiva (Figura 2). Para Lipo-PTX, a viabilidade celular diminuiu para aproximadamente 45%
na concentracdo de 0,5 pg/mL, atingindo aproximadamente 37,6% na concentracdo de 100
pg/mL nas células MCF-7. O efeito citotoxico maximo foi observado em 10 pg/mL, com 26,6%
de células viaveis. Para Lipo-GIcNAc-PTX, a viabilidade celular diminuiu de 96% para 45%
na concentracdo de 0,5 pg/mL. A citotoxicidade méaxima foi observada na concentragdo de 10
pg/mL, com 27% de viabilidade.

Além disso, em concentra¢des equivalentes de PTX, tanto os lipossomas convencionais
quanto os funcionalizados com GlcNAc produziram citotoxicidade significativamente maior do
que o PTX livre, indicando que a encapsulagdo lipossomal aumentou a atividade antitumoral
do farmaco. Nao foi observada diferenca significativa na citotoxicidade entre Lipo-PTX e Lipo-
GIcNAc-PTX em nenhuma das doses testadas, embora ambas as formulag¢des tenham alcangado

elevado efeito citotoxico (Figura 2b).

Figura 2 - Avaliagdo da citotoxicidade dos lipossomas carregados com o PTX.

-® Lipo-PTX -® Lipo-GIcNAc-PTX  -@ PTX

140§a) 140 ()
1204 120+
g 100 gmn—
8 g
53 uw
< 80 L o 80
s = \_.\’\.
s 13
z 60 g 60
g 2
= 40 5 404
20 20+
0 T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T
Q Q
e R
7 W o [C RN (S Y w o 7 W o R G Y o
Congentration of PTX Concentration of PTX

Fonte: Do Autor,2026.
Descrigdo: Estudo de citotoxicidade de diferentes concentragdes de lipossomas carregados com paclitaxel e de

lipossomas funcionalizados carregados com paclitaxel em células MCF-7 e FC-0024, 72 horas apds o tratamento,
utilizando CellTiter-Glo®.

Para investigar as interagdes celulares nas primeiras horas de tratamento, os efeitos
citotoxicos de Lipo-PTX e Lipo-GIcNAc-PTX foram avaliados apds exposicdo de curta
duracgdo (3 e 5 h), com a viabilidade celular avaliada 72 h apos o inicio do tratamento (Figura
3). Ambas as formulacdes induziram reducao significativa da viabilidade celular em todas as

concentragdes testadas (5, 10 e 50 pg/mL), em comparagdo ao controle, apés 3 h e 5 h de
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exposicao (Figuras 3a e 3b). Observou-se maior reducdo da viabilidade em 5 h, particularmente
na concentra¢ao mais elevada (50 pg/mL), indicando aumento do efeito citotoxico dependente
do tempo.

Figura 3 — Avaliacdo da citotoxicidade dos lipossomos carregados com PTX apods curta

exposicao.
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Fonte: Do Autor, 2026

Descrigdo: Citotoxicidade de lipossomas carregados com paclitaxel (Lipo-PTX) e lipossomas carregados com
paclitaxel funcionalizados com GlcNAc (Lipo-GIcNAc-PTX) em células MCF-7 ap6s 3 h (a) ou 5 h (b) de
tratamento. A viabilidade celular foi determinada 72 h ap6s o tratamento utilizando o ensaio CellTiter-Glo. Os
dados sdo apresentados como média =+ desvio padrdo. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA de
duas vias (*p < 0,05; **p < 0,01) na comparagdo entre as formulagdes.

Figura 4 - Avaliacdo comparativa da citotoxicidade das diferentes formulagdes lipossomais.
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Uma comparagdo direta entre as formulacdes mostrou que a Lipo-GIcNAc-PTX
apresentou citotoxicidade aumentada em relagdo a Lipo-PTX nas concentragdes de 5 pug/mL e
10 pg/mL, com diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos. Notavelmente,
na concentra¢do de 5 pg/mL, a viabilidade celular diminuiu de aproximadamente 44% para a
Lipo-PTX para 29% para a Lipo-GIcNAc-PTX, indicando uma eficiéncia citotoxica superior
em concentragdes mais baixas.

Por fim, para compreender melhor a evolucao temporal da citotoxicidade, a viabilidade
celular foi avaliada em diferentes periodos, utilizando-se a concentragcdo fixa de 5 pg/mL
(Figura 4d). Nesse contexto, observou-se uma redu¢do progressiva da viabilidade celular para
ambas as formulagdes a partir de 48 h, sendo esse efeito mais acentuado ap6s 72 h. Em conjunto,
esses resultados demonstram que a citotoxicidade das formulagdes ¢ dependente do tempo de

eXposicao.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, foram avaliados os efeitos in vitro de lipossomas associados ao GIcNAc
para direcionamento do PTX. Para alcan¢ar uma administracao eficiente do farmaco, os
lipossomas devem apresentar caracteristicas fisico-quimicas adequadas, incluindo tamanho
apropriado, elevada homogeneidade e boa estabilidade coloidal. Em conjunto, essas
propriedades determinam o desempenho das formulagdes, influenciando diretamente o tempo
de circulagdo, a captacao celular, a biodistribuigdo e, consequentemente, a eficacia terapéutica
DANAEI et al., 2018; LOMBARDO et al., 2019).

De modo geral, as formulagdes lipossomais mantiveram caracteristicas compativeis
com sistemas lipossomais destinados a administracdo de farmacos. Para essa finalidade,
lipossomas com didmetros entre 50 e 200 nm, particularmente proximos de 100—150 nm, sao
geralmente preferidos, pois tendem a apresentar circulagdo prolongada, uma vez que sao
removidos da corrente sanguinea mais lentamente do que particulas maiores. Essa faixa de
tamanho também pode favorecer a penetragao tecidual e o acimulo tumoral associado ao efeito
de permeabilidade e retencdo aumentadas (EPR). Entretanto, deve-se considerar que a
magnitude desse efeito é heterogénea e depende das caracteristicas do tipo tumoral (ANDRA
et al., 2022; MARITIM et al., 2021; NEMETH et al., 2022).

Tao importante quanto o tamanho médio ¢ a homogeneidade do sistema. As
distribuigdes de tamanho sdo consideradas homogéneas quando o PDI ¢ < 0,30, enquanto
valores < 0,20 indicam formulac¢des altamente uniformes, especialmente no caso de vesiculas
fosfolipidicas. Lipossomas nanométricos otimizados geralmente apresentam valores de PDI
entre 0,10 e 0,20, ao passo que valores superiores a 0,40 sugerem populagdes heterogéneas e
possivel agregacdo, como observado para as formulacdes Lipo e Lipo-GIcNAc apos a
ressuspensao. Em sistemas lipossomais, essas propriedades podem ser afetadas pela liofilizagao
e pelas condi¢des de armazenamento, mesmo quando ndo sao observadas alteragdes expressivas
no tamanho médio. Além disso, temperaturas mais elevadas de armazenamento podem
aumentar significativamente o tamanho das particulas e, possivelmente, o PDI, em razdo do
aumento da fluidez da membrana lipidica (CORTE-REAL et al., 2024; DANAEI et al., 2018;
NANDA et al., 2019; NEMETH et al., 2022; ZHAO et al., 2020).

A carga superficial constitui outro importante indicador da estabilidade, afetando tanto
a dispersdo coloidal quanto as interacdes biologicas. Valores absolutos elevados de PZ
promovem maior repulsdo eletrostatica entre as particulas e, consequentemente, reduzem a

possibilidade de agregagdo. Além disso, a carga superficial pode modular as interagdes com as
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membranas celulares, a captacdo celular, o tempo de circulagdo e a toxicidade das formulagdes
(NEMETH et al., 2022). Embora lipossomas altamente carregados geralmente apresentem
maior estabilidade coloidal, formulagdes neutras ou negativamente carregadas, como as obtidas
neste estudo, com valores entre —44 ¢ —65 mV, sdo frequentemente consideradas favoraveis
para a administracdo sist€émica, pois podem reduzir interagdes inespecificas e prolongar a
circulagdo sanguinea (CORTE-REAL et al., 2024).

Apesar da auséncia de medidas do potencial-zeta apds a liofilizagdo e a ressuspensao,
as formulagdes apresentaram redugdo do diametro hidrodinamico, enquanto Lipo-PTX e Lipo-
GIcNAc-PTX mantiveram valores de PDI relativamente baixos, indicando uma distribuicao de
tamanho mais estreita. Uma vez que alteragdes acentuadas na carga superficial podem favorecer
a agregacdo e ampliar a distribui¢do de tamanho das particulas, esses achados sugerem que o
processamento nao comprometeu substancialmente a estabilidade coloidal das formulagdes
contendo PTX. Estudos anteriores também indicam que a liofilizagdo pode contribuir para a
preservagdo das propriedades eletrostaticas dos lipossomas ao formar uma matriz rigida,
reduzindo a mobilidade molecular e a agregacdo decorrente de flutuagdes de carga. Contudo,
medidas diretas do potencial zeta apds a ressuspensao seriam necessarias para confirmar a
preservagdo da carga superficial (FRANZE et al., 2018; NIJHAWAN et al., 2024).

Além de sua contribui¢do para a estabilidade coloidal, a funcionalizacdo com GIcNAc
pode influenciar a organizacdo da membrana lipossomal por meio da incorporacao de
glicolipidios anfifilicos. Conforme descrito detalhadamente por Micheletto et al. (2015), o
anfifilico C22PEG900-GIcNAc ¢ capaz de formar vesiculas estaveis, exercendo efeitos pouco
expressivos sobre o tamanho e a morfologia. Entretanto, os efeitos do carregamento de PTX
sobre as propriedades fisico-quimicas dessa formulagdo ainda ndo haviam sido explorados.

Nesse sentido, os resultados deste estudo demonstraram que os lipossomas contendo
PTX apresentaram maior resisténcia as alteragdes induzidas pela liofilizagdo e pela
ressuspensao do que as formulagdes sem o farmaco. Antes da liofilizacdo, os lipossomas
carregados com PTX apresentaram didmetros hidrodindmicos entre 148 e 200 nm. Esse
resultado estd de acordo com estudos anteriores, os quais demonstram que o PTX pode ser
incorporado com sucesso em lipossomas de diferentes tamanhos, dependendo da composi¢ao
lipidica e do método de preparacdo, sem necessariamente provocar uma alteragdo previsivel no
diametro das vesiculas (JARADAT et al., 2023). Mais importante, apds a liofilizagdo e a
ressuspensdo, as formulagdes contendo PTX preservaram uma distribuicdo de tamanho
relativamente estreita, com valores de PDI entre 0,214 e 0,261, enquanto os lipossomas sem o

farmaco apresentaram aumento acentuado desse parametro, alcangando valores entre 0,417 e



36

0,467. Esse comportamento sugere que a incorporacdo do PTX pode ter contribuido para a
manuten¢do da integridade da bicamada durante o processamento. Como o PTX se distribui na
regido hidrofobica da membrana fosfolipidica, sua incorporacdo pode reorganizar o
empacotamento lipidico e favorecer a formacao de uma bicamada mais ordenada, em vez de
simplesmente alterar o tamanho das vesiculas, conforme observado por outros autores
(MONTEIRO et al., 2018). Essa possivel estabilizacdo da membrana pode ter reduzido o
rearranjo dos lipidios, a fusdo das vesiculas e a agregacao durante o congelamento e a
reidratacao, explicando a maior estabilidade coloidal das formulagdes carregadas com PTX.

Por fim, embora os lipossomas contendo PTX tenham apresentado valores de potencial
zeta ligeiramente mais negativos, todas as formulagdes permaneceram fortemente carregadas
negativamente. Esse resultado indica que a carga superficial foi determinada
predominantemente pela composi¢do lipidica e pela presenca do anfifilico C22PEG900-
GlcNAc, e ndo exclusivamente pela incorporagdo do PTX. No entanto, conforme mencionado
anteriormente, medidas adicionais do potencial zeta apos a liofilizag¢ao e a ressuspensdo seriam
necessarias para confirmar a preservacao dessa tendéncia.

Quanto a avaliacao da citotoxicidade nas células tumorais MCF-7 e nos fibroblastos FC-
0024, nao foram observados efeitos citotoxicos apos o tratamento com Lipo e Lipo-GlcNAc
em nenhuma das linhagens celulares avaliadas. Esses resultados demonstram a
biocompatibilidade do carreador lipidico e indicam que a incorporagdo do anfifilico contendo
GlcNAc nao provocou toxicidade significativa nas condigdes experimentais empregadas,
conforme também sugerido pela literatura para sistemas lipossomais constituidos por
componentes biocompativeis (AKBARZADEH et al.,, 2013; DYMEK; SIKORA, 2022;
PLACZEK et al., 2019).

Em contrapartida, as formulagdes contendo PTX reduziram a viabilidade celular, sendo
esse efeito dependente tanto da concentragdo do farmaco quanto do tempo de exposicao. Nesse
contexto, células tumorais com maior atividade proliferativa e elevado indice mitotico tendem
a ser mais suscetiveis a agentes que interferem na dindmica dos microtibulos. Essa
caracteristica pode explicar a maior sensibilidade das células MCF-7 em comparacdo aos
fibroblastos FC-0024 e contribuir para a citotoxicidade preferencial das formulagdes contendo
PTX nas células tumorais (MUSTAFA et al., 2023; TEIXEIRA et al., 2022).

Nesse contexto, o tempo de exposi¢do constitui um determinante critico do efeito
citotoxico, uma vez que o PTX exerce sua principal agdo durante a entrada das células na fase
M. A exposi¢do prolongada aumenta a probabilidade de que as células em ciclo ativo entrem

em contato com o farmaco durante a mitose, elevando a frequéncia do bloqueio mitdtico. Além



37

disso, periodos mais longos de incubagdo, como 72 h, podem favorecer o acimulo e a retengao
intracelular do PTX, permitindo que uma concentragao citotoxica seja alcangada e mantida. Em
modelos de células MCF-7, alteragdes iniciais, como a desorganizagdo do fuso mitotico € o
acumulo de células nas fases G2/M, podem ser detectadas apos 24 h de exposigao. Entretanto,
a transicdo de um bloqueio inicialmente reversivel para uma redugdo evidente da viabilidade
celular pode ocorrer posteriormente, justificando o efeito citotoxico mais acentuado apos 72 h
(HAN et al., 2018; HENEY et al., 2010).

Sistemas lipossomais contendo paclitaxel podem favorecer a administragdo intracelular
do farmaco por meio da interacdo dos lipossomas com a membrana celular e de sua
internalizacdo por vias endociticas. Esse processo pode aumentar a retengdo celular e a
concentragdo intracelular efetiva de PTX em comparacdo ao farmaco livre. Um exemplo da
aplicag¢do clinica dessa estratégia ¢ o Lipusu®, uma formulacdo lipossomal de paclitaxel
utilizada no tratamento do cancer na China (FERNANDES, 2023; HENEY et al., 2010;
MUSTAFA et al., 2023; VALSALAKUMARI et al., 2021).

Apesar do elevado efeito citotoxico alcangado por ambas as formulagdes neste estudo,
ndo foi observada diferenca significativa entre Lipo-PTX e Lipo-GlcNAc-PTX em nenhuma
das concentracdes avaliadas apds 24 horas de tratamento. Esse resultado indica que, nas
condigdes experimentais empregadas, a funcionalizagdo com GIcNAc ndo aumentou
significativamente o efeito citotoxico final do PTX. Contudo, a auséncia de diferenca na
viabilidade celular ndo exclui uma possivel influéncia da GIcNAc sobre as etapas iniciais de
associagdo e internaliza¢do dos lipossomas como foi visto para3 he 5 h.

As diferengas na composicao, na densidade e na distribuigdo espacial dos glicanos entre
células malignas e ndo malignas fornecem uma base molecular para o desenvolvimento de
estratégias de reconhecimento seletivo do cancer. Nesse sentido, tem sido relatado que
nanocarreadores modificados com glicanos podem apresentar maior associagao e internalizagao
celular por mecanismos mediados por receptores, incluindo interagdes entre carboidratos e
lectinas. Portanto, os lipossomas funcionalizados com GIcNAc poderiam apresentar uma
cinética inicial de interacdo ou internalizacdo diferente daquela observada para os lipossomas
ndo funcionalizados, os quais dependem principalmente de interagdes inespecificas e de
processos endociticos basais (ABDAH, 2014; JIANG et al., 2014).

Entretanto, durante periodos prolongados de incubacdo, como 72 h, os sistemas nao
funcionalizados também podem se acumular progressivamente no meio intracelular por meio
da endocitose, diminuindo o impacto de eventuais diferencas cinéticas iniciais.

Consequentemente, ainda que a velocidade ou a eficiéncia inicial de captagdo seja diferente, a
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quantidade cumulativa de PTX liberada no interior das células ao longo de 72 h pode se tornar
semelhante entre as formulagdes. Isso explicaria por que Lipo-PTX e Lipo-GIcNAc-PTX
alcancaram niveis comparaveis de citotoxicidade sob exposi¢cdo continua. Assim, embora os
resultados sejam compativeis com uma possivel influéncia da funcionalizagdo com GIcNAc
sobre a cinética de interacdo e internalizagdo celular, essa hipdtese nao pode ser confirmada
apenas com base nos ensaios de viabilidade.

Esse comportamento dependente do tempo também € compativel com o processamento
intracelular dos carreadores lipossomais. Lipossomas constituidos por fosfatidilcolina podem
ser internalizados por diferentes vias endociticas, incluindo a endocitose mediada por clatrina
e, dependendo das propriedades fisico-quimicas da formulacdo e do contexto celular, a
macropinocitose. ApoOs a internalizacdo, os lipossomas trafegam pelos compartimentos
endossomais, nos quais ocorre a liberacao gradual do farmaco antes que o PTX alcance seu
alvo farmacolégico. Todavia, o presente estudo ndo avaliou diretamente a captagdo, as vias de
internalizacdo ou o trafego intracelular das formulagdes. Portanto, a contribuicdo de
mecanismos endociticos especificos para os efeitos observados permanece especulativa e
devera ser investigada em estudos futuros por meio de ensaios de captacdo celular, utilizagdo
de inibidores de vias endociticas e analises de localizacdo intracelular (HAN et al., 2020;
HENEY et al., 2010; VALSALAKUMARI et al., 2021).

Embora a funcionalizagdo com GIcNAc nao tenha aumentado significativamente a
citotoxicidade nas condi¢des in vitro avaliadas, isso ndo exclui possiveis beneficios para o
desempenho da formulagdo in vivo. Os ligantes empregados no direcionamento ativo atuam
principalmente aumentando a associa¢do com as cé€lulas-alvo e a internalizagdo endocitica apds
a chegada das nanoparticulas ao tecido tumoral, ndo necessariamente promovendo maior
acumulo tumoral global. Por essa razdo, possiveis melhorias na cinética de interagdo entre os
lipossomas e as células podem ndo resultar em diferencas acentuadas durante exposi¢des
prolongadas in vitro, nas quais tanto as formula¢des funcionalizadas quanto as nao
funcionalizadas permanecem continuamente em contato com as células e dispdem de tempo
suficiente para serem internalizadas e processadas (ARTA et al., 2020; BENCHIMOL et al.,
2019; PENG et al., 2020; STEFANICK et al., 2014; ZHANG et al., 2018).

Em contraste, apos a administragdo sistémica, os nanocarreadores interagem com as
células tumorais em condi¢des dindmicas, determinadas pela circulacdo sanguinea, pelo
extravasamento vascular, pelo transporte no espaco intersticial e pelos mecanismos eliminagao.
Essas condi¢des produzem oportunidades transitorias e heterogéneas para a captacao celular.

Assim, uma formulacdo capaz de promover associacao e internalizagdo mais rapidas poderia



39

aumentar a probabilidade de disponibilizagdo intracelular efetiva do PTX antes que as
nanoparticulas fossem depuradas ou redistribuidas. Entretanto, essa possibilidade devera ser
validada em modelos experimentais apropriados, uma vez que o presente estudo ndo avaliou
dirctamente os efeitos da funcionalizacdo com GIcNAc sobre a biodistribuigdo, a
farmacocinética, a internalizacdo pelas células tumorais ou a eficdcia terapéutica apos a
administracao sistémica (ARTA et al., 2020; BENCHIMOL et al., 2019; PENG et al., 2020;
STEFANICK et al., 2014; ZHANG et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, foram desenvolvidos lipossomas PEGilados funcionalizados com
GIcNAc e contendo paclitaxel, os quais apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
compativeis com sistemas nanométricos destinados a administracdo de farmacos. A auséncia
de efeitos citotdxicos das formulagdes vazias, Lipo e Lipo-GIcNAc, tanto em células MCF-7
quanto em fibroblastos FC-0024, demonstrou a biocompatibilidade do carreador lipidico. Por
outro lado, a incorporagdo do paclitaxel as formulagdes lipossomais promoveu atividade
citotoxica dependente da concentragdo e do tempo de exposi¢do, com maior sensibilidade das
células tumorais em comparacao as células ndo tumorais.

Em conjunto, os resultados demonstram que os lipossomas desenvolvidos constituem
plataformas biocompativeis e promissoras para a veiculagao do paclitaxel. A funcionalizagdo
com GIcNAc constitui uma estratégia potencial para o direcionamento desses sistemas a células
tumorais, embora estudos adicionais envolvendo ensaios diretos de captagdo e internalizagao
celular, outras linhagens tumorais € modelos in vivo serdo necessarios para determinar se a
funcionalizacdo com GlcNAc efetivamente confere vantagem ao sistema Lipo-GlcNAc-PTX

para o direcionamento tumoral.
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